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На основе данных высокопроизводительного секвенирования транскриптов проростков сосны обыкновен-
ной (Pinus sylvestris) были отобраны локусы, характеризующиеся наибольшим уровнем экспрессионной актив-
ности. Последующий анализ полученных результатов в базе данных GenBank NCBI позволил идентифицировать 
семейства генов, ассоциированных с  устойчивостью к  фитопатогенным микроорганизмам: гликозилгидрола-
зы (GH19), белков теплового шока Hsp70 и Hsp90, антимикробных полипептидов (AMP), кальцийсвязывающих 
белков (CBP); ингибиторов альфа-амилазы, липидтранспортирующих белков, запасных белков семян (AAI-
LTSS). Также были идентифицированы два EST-маркера с неустановленной функцией, характеризующиеся вы-
соким уровнем сходства с последовательностями ранее описанных генов устойчивости PsACRE и полипептидов, 
обладающих антигрибковой активностью (SS/AF). 

Ключевые слова: сосна обыкновенная; высокопроизводительное секвенирование; транскриптом; гены устой-
чивости; фитопатогенные организмы.

FUNCTIONAL  ANNOTATION  OF  GENES  
OF  PINUS  SYLVESTRIS  ASSOCIATED  WITH  RESISTANCE  

TO  PHYTOPATHOGENIC  MICROMYCETES
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On the basis of the obtained data of next generation sequencing of Scots pine seedlings transcripts, high expressed 
loci were selected. Analysis of the results obtained in the GenBank NCBI database made it possible to identify families 
of genes associated with resistance to phytopathogenic microorganisms: glycosylhydrolase (GH19), heat shock proteins 
Hsp70 and Hsp90, antimicrobial polypeptides (AMP), calcium-binding proteins (CBP); alpha-amylase inhibitors, lipid 
transfer proteins, seed storage proteins (AAI-LTSS). Also, two EST markers with an unidentified function were identified, 
characterized by a high degree of similarity to the sequences of the previously described resistance genes PsACRE and 
polypeptides having antifungal activity (SS/AF).
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Введение
Среди биотических факторов, оказывающих негативное влияние на морфометрические и  физио-

логические показатели посадочного материала сосны обыкновенной, выращиваемого в  лесных пи-
томниках, инфекционные болезни имеют первостепенное значение. Согласно литературным данным 
возбудителями фитозаболеваний в подавляющем большинстве выступают грибные организмы, реже – 
бактерии и вирусы [1]. 

Для противодействия патогенной инвазии у растений в ходе эволюции была сформирована сложная 
многоуровневая система защитных механизмов, индуцируемая посредством различных макромолекул 
белковой природы: внутриклеточных рецепторов (продукты R-генов (генов устойчивости)), распо
знающих эффекторные молекулы паразита (продукты Avr-генов (генов авирулентности)); ферментов, 
связанных с образованием сигнальных молекул (жасмоновой кислоты, салициловой кислоты, этилена 
и др.), а также полипептидов, ассоциированных с процессами патогенеза (PR-белки) [2– 4]. Эффектив-
ность реализации защитных механизмов, как правило, определяется способностью к регуляции рас-
тительным организмом экспрессионной активности генов, детерминирующих ответные реакции по 
отношению к фитопатогенным микроорганизмам.

Несмотря на наличие большого числа научных публикаций, посвященных изучению молекулярно-
генетических механизмов устойчивости древесных растений к различным фитопатогенным микроми-
цетам, применительно к хвойным видам большинство исследований связано с фрагментарным изуче-
нием отдельных локусов на постювенильных стадиях. Кроме того, представленные результаты часто 
носят разрозненный или противоречивый характер, что не позволяет сформировать единую концепцию 
и методологические подходы для анализа наследуемых факторов резистентности по отношению к па-
тогенным грибам у видов рода Pinus.

Среди имеющихся работ, связанных с  анализом генов, детерминирующих признак устойчивости 
у  хвойных растений, можно выделить исследования Ж.  Лю с  соавторами и  Б.  Мейерса с  соавтора-
ми  [4;  5]. Указанными авторами на основе известных R-генов травянистых растений, относящихся 
к суперсемействам, детерминирующих полипептиды, содержащие функциональные нуклеотидсвязы-
вающие (NBS) домены и С-концевые лейциннасыщенные повторы (LRR), идентифицированы их ана-
логи для Pinus monticola и P. taeda. 

Не менее важными маркерами, характеризующими этапы инфекционного процесса и механизмы 
устойчивости, являются локусы, ассоциированные с  патогенетическими реакциями. В  целом по ре-
зультатам проведенных молекулярно-генетических исследований среди PR-генов хвойных растений 
в наибольшей степени охарактеризованы: локусы, кодирующие литические ферменты, такие как β-1,3-
глюканазы (семейство PR-2) и хитиназы (семейства PR-3, -4, -8, -11), участвующие в деградации кле-
точных стенок грибных микроорганизмов; тауматинподобные белки (семейство  PR-5); группа фер-
ментов пероксидаз лигнинобразующего типа, ассоциированных с формированием клеточной стенки 
(семейство PR-9); рибонуклеазы (семейство PR-10); растительные дефензины (семейство PR-12) [6]. 

Среди регуляторных механизмов для хвойных видов описаны сигнальные системы, основанные на 
секреции различных растительных гормонов: жасмонатов, салицилатов, фенилпропаноидов, что, в свою 
очередь, делает перспективным поиск локусов, связанных с метаболизмом данных соединений [7].

К настоящему времени в GenBank NCBI представлены только первичные данные секвенирова-
ния (WGS) сосны обыкновенной (Pinus sylvestris) (автор К. Доннелли; https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
nuccore/FRDG00000000.1) без проведения структурно-функциональной аннотации, что не позволяет 
напрямую применить указанные данные для выявления генов, ассоциированных с устойчивостью 
к фитопатогенам.

Цель данной работы  – с  помощью подходов сравнительной геномики выявить и  идентифициро-
вать в  транскриптоме проростков сосны обыкновенной экспрессирующиеся гены, ассоциированные 
с устойчивостью к фитопатогенным микромицетам.

Материалы и методы исследования
Объектом исследований являлись проростки P. sylvestris (n = 14), выращенные в лабораторных усло-

виях при температуре воздуха 22 °С и фотопериоде 10 ч в течение 14 сут.
Выделение тотальной РНК проводили из корня и гипоктиля проростков сосны обыкновенной с по

мощью набора GeneJET Plant RNA Purification Mini Kit (Thermo Scientific, США) по методике фирмы-
производителя. Для очистки РНК от примесей геномной ДНК использовали набор DNase I (RNase-free) 
(Thermo Scientific, США), а для ингибирования рибонуклеаз – RNase Inhibitor (Thermo Scientific, США). 
Реакцию обратной транскрипции выполняли для матричной РНК (применяли праймер Oligo(dT)18) с по-
лучением двухцепочечной кДНК (набор Maxima H Minus Double-Stranded cDNA Synthesis Kit; Thermo 
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Scientific, США). Двухцепочечную кДНК очищали от сторонних примесей с использованием магнитных 
частиц Agencourt AMPure XP (Beckman Coulter, США) согласно протоколу фирмы-производителя.

Создание библиотек кДНК (ожидаемый размер фрагмента ≈200 п. н.) выполняли с помощью набора 
Ion Plus Fragment Library Kit (Thermo Scientific, США). Эмульсионную ПЦР проводили с использова
нием набора Ion PGM Template OT2 200 Kit (Thermo Scientific, США) согласно инструкции компании-
производителя в планшетном амплификаторе Ion One Touch 2 System (Thermo Scientific, США). На эта-
пе обогащения микросфер применяли автоматическую пробоподготовку Ion OneTouch ES и наборы Ion 
PGM Template OT2 Solutions 200 Kit и Ion PGM Enrichment Beads (Thermo Scientific, США). Реакцию 
секвенирования выполняли на основе платформы для секвенирования Ion PGM System и набора Ion 
PGM Sequencing 200 Kit v2 (Thermo Scientific, США) с использованием полупроводникового микрочипа 
Ion 314 Chip v2 (Thermo Scientific, США). Данные, поступающие от геномного анализатора, первона-
чально обрабатывали в  автоматическом режиме при помощи программного обеспечения Ion Torrent 
Suite (Thermo Scientific, США).

Окончательную обработку информации и  сборку транскриптов генов производили с  использова
нием программного обеспечения SeqMan Ngen v. 12 (DNASTAR, Израиль).

Результаты исследования и их обсуждение
На основании высокопроизводительного секвенирования библиотек кДНК проростков сосны обык-

новенной с  последующей сборкой первичных последовательностей (ридов) получено более 28  тыс. 
компилированных фрагментов (контигов), из которых было отобрано 150 с  наибольшим значением 
параметра уровня покрытия, превышающим общеусредненный показатель в 20 –130 раз. С использова-
нием ISS-подхода (анализ сходства последовательностей) в базе данных нуклеотидных последователь-
ностей и  консервативных доменов GenBank NCBI идентифицирован перечень генов, ассоциирован-
ных с устойчивостью к инфекционным заболеваниям сеянцев сосны обыкновенной. Перечень локусов 
представлен в таблице. Расположение EST-маркеров соответствует порядку убывания экспрессионной 
активности.

EST-локусы, ассоциированные с устойчивостью  
к инфекционным заболеваниям сеянцев сосны обыкновенной 

EST-loci associated with resistance to infectious diseases of Scots pine seedlings

Идентификационный  
номер контига Структурно-функциональная принадлежность

19 Ген устойчивости PsACRE
11, 33 Ген, кодирующий белок с антигрибковой активностью (SS/AF)
45, 43 Ген антимикробного белка 1 (PpAMP1)
134 Ген, кодирующий белок дефензин (Def)
44 Ген антимикробного белка 4 (Sp-AMP4)
316, 196 Ген, кодирующий белок семейства AAI-LTSS
177 Ген, кодирующий хитиназу (GH19)
388 Ген, кодирующий белок-шаперон Hsp70
370 Ген, кодирующий белок кальмодулин (CaM)
944 Ген, кодирующий белок-шаперон Hsp90

Как следует из таблицы, среди идентифицированных генов наибольший уровень экспрессии отмечен 
у  белоккодирующей последовательности (контиг  №  19), характеризующейся 99  % степенью сходства 
с геном устойчивости PsACRE P. sylvestris (депонент GenBank AY423270.1), содержащим регион, детер-
минирующий лейциннасыщенные повторы (LRR) [8]. Последние являются составляющими элементами 
рецепторных белков, осуществляющих распознавание эффекторных белков патогенов [9]. Поиск в базе 
консервативных доменов CDD (Conservative Domain Database; http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Structure/cdd/
wrpsb.cgi) выявил в составе контига № 19 наличие домена DUF761 с неустановленной функцией. Со
гласно литературным данным аналогичный домен у растительных организмов обнаружен в  составе 
структурных белков CFE, экспрессирующихся в клетках волокон хлопчатника Gossypium hirsutum [10]. 

Среди последовательностей, относящихся к  R-генам, в  транскриптомах проростков P. sylvestris 
идентифицированы локусы полипептидов, характеризующиеся антигрибковой активностью (SS/AF). 
Так, контиги № 11, 33 содержали белковый домен PF01657, ассоциированный с реакцией на солевой 
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стресс и обладающий фунгицидными свойствами. Структурно-функциональные свойства домена в лите-
ратуре детально описаны для Ginkgo biloba [11; 12]. Структурной особенностью домена является наличие 
6 консервативных цистеинов, связанных дисульфидными мостиками. Как правило, домен PF01657 пред-
ставлен в комплексе с киназными доменами и зачастую дублируется в полипептидной цепи. 

Проведенный анализ нуклеотидной структуры контигов № 45, 43, 134, 44 выявил их высокий уро-
вень сходства с  генами цистеиннасыщенных защитных антимикробных полипептидов (AMP). Эти 
белки характеризуются небольшим размером (менее 100 аминокислот) и на основе гомологии амино-
кислотных последовательностей, а также пространственной структуры классифицируются на следую-
щие семейства: тионины, дефензины, хитинподобные белки, гевеино-нотииноподобные белки, неспе
цифические липидпереносящие белки (ЛПБ), макроциклические пептиды [13–15]. Контиги № 45, 43 
и № 44 содержали домен MiAMP1 (один и два соответственно), описанный для антимикробного белка 
ореха Macadamia integrifolia  [16]. Нуклеотидная последовательность контигов №  45,  43 была сход-
ной на 97 % с последовательностью гена антимикробного белка 1 (PpAMP1) Pinus pinaster (депонент 
GenBank HM210085) [15]. Контиг № 44 на 98 % совпадал с последовательностью гена антимикробного 
пептида 4 (AMP4) семейства белков Sp-AMP P. sylvestris (депонент GenBank AF410955) [17]. Контиг 
№ 134 на основании анализа доменов был идентифицирован как дефензин. Дефензины представляют 
собой низкомолекулярные цистеиннасыщенные полипептиды с антимикробными свойствами (AMP). 
Как правило, дефензины состоят из 45–54 аминокислотных остатков с постоянной структурой цис
теинов, которые связаны четырьмя дисульфидными мостиками. Степень сходства данного контига 
с последовательностью гена дефензина PsDef 2 P. sylvestris (депонент GenBank EF455617.1) составила 
94 % [18]. Растительные дефензины относятся к группе PR-12 патогенезассоциированных белков с вы-
раженной бактерицидной активностью. Согласно литературным данным большинство из них участ
вуют в формировании защитных реакций при холодовом стрессе, засухе, а также засолении [19–21].

Среди генов, ассоциированных с процессами патогенеза, нами были аннотированы гены (контиги 
№ 316, 196), кодирующие белки, содержащие функциональные домены семейства AAI-LTSS. Данный 
домен у высших растений встречается в полипептидах разных групп, включая ингибиторы альфа-ами-
лазы (AAI), липидтранспортирующие белки (LT), запасные белки семян (SS) и др. Функциональные 
свойства домена AAI-LTSS связаны с  защитными реакциями растений по отношению к  насекомым 
и патогенам, переносом липидных молекул между внутриклеточными мембранами, а также с процес-
сами роста и развития [22].

Контиг № 177 был аннотирован нами как ген гидролитического фермента хитиназы, относящейся 
к семейству 19 гликозилгидролаз (GH19) и катализирующей деградацию хитина посредством разруше-
ния β-1,4-гликозидных связей N-ацетил-D-глюкозамина [23; 24]. 

Хитиназы растений относятся к группам (PR-3, -4, -8, -11) белков, ассоциированных с патогенезом, 
и представляют собой важный фактор резистентности по отношению к воздействию фитопатогенных 
микромицетов: защитная функция растительных хитиназ была продемонстрирована в  значительном 
числе исследований. Например, в работе [25] у инфицированных Fusarium spp. проростков P. elliottii 
было показано индуцирование хитиназной активностью биосинтеза салициловой (для хитиназ  I, II 
и IV классов) и жасмоновой кислот (для хитиназ I и IV классов), что указывает на основополагающую 
роль данного фермента в развитии системной устойчивости сеянцев сосны.

Также в  ходе исследования нами было идентифицировано два семейства белков теплового шока 
(белков-шаперонов) Hsp70 и Hsp90 (контиги № 388 и 944 соответственно). Согласно литературным 
данным белки семейства Hsp70 предотвращают межмолекулярную агрегацию полипептидов, участ
вуют в поддержании третичной структуры различных структурных и функциональных белков в ус-
ловиях абиотического и биотического стресса. Кроме того, для них показана важная роль в процессах 
транслокации и транспорта белков [26]. Защитная функция белков Hsp70 продемонстрирована на при-
мере инфицированных бактерией Pseudomonas cichorii растений Nicotiana benthamiana – как состав-
ляющий элемент сигнальной трансдукции формирования реакции сверхчувствительности [27]. Белок 
Hsp90 участвует в фолдинге, регулирует созревание и активацию многочисленных белков сигнальной 
трансдукции, клеточного цикла и транскрипции [28]. Описаны механизмы защиты растений от патоге-
нов с участием Hsp90 и связанного с ним комплекса белков-кошаперонов: SGT1, RAR1, NLR [29; 30].

Контиг № 370 был функционально аннотирован как ген (CaM ) кальмодулина – небольшого белка 
(16,7 кДа), обладающего кальцийсвязывающей активностью. Согласно исследованиям различных ав-
торов при повышении уровня Ca2+ в растительной клетке происходит его хелатирование CaM-белком, 
что приводит к формированию модулирующего комплекса, оказывающего влияние на активность раз-
личных клеточных белков. Данный механизм лежит в основе большого числа ответных физиологиче-
ских клеточных реакций на изменения условий окружающей среды. По существующим в настоящее 
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время данным, у растительных организмов выявлено более 50 типов белков, имеющих сайт связывания 
с кальмодулином [31]. В работе [32] описан механизм регуляции кальмодулином системной приобре-
тенной устойчивости салицилатного типа у мутантной и контрольной линий Arabidopsis thaliana. У му-
тантных растений с деактивированным геном AtSR1 было показано повышение уровня салициловой 
кислоты, что указывает на отрицательное влияние экспрессии гена AtSR1 на устойчивость растений. 

На основании полученных данных в целях проведения дальнейшего детального исследования ус
тойчивости проростков сосны обыкновенной к фитопатогенным микроорганизмам был сформирован 
набор из 10 пар праймеров для скрининга и количественной оценки уровня экспрессии генов, ассоции
рованных с устойчивостью к инфекционным заболеваниям.

Заключение
В результате проведенных исследований для транскриптома проростков сосны обыкновенной иден-

тифицировано 10 генов, ассоциированных с устойчивостью к инфекционным заболеваниям. На основе 
полученных данных разработан набор праймеров для проведения скрининга и анализа уровня экспрес-
сии выявленных локусов.
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